d’fctre examinee. Le projet actuel gSnfcre une situation particulidrement favorable k son 
examen et il nous paralt, dhs lors, opportun d’ajouter ce volet investigationel au projet. 
Nous proposons d’6tudier, k divers moments de F6tude, (avant chimiothgrapie, en 
aplasie avant facteurs de croissance, aprfcs IL-3, aprfcs G-CSF, et aprfcs retour a I’etat 
de base), les cellules souches pluripotentes dont le maintien doit assurer la perpetuation 
de l’hematopoiese pendant toute la vie. Nous utiliserons la technique des Pre-CFU ou 
Delta CFU (7) qui est probablement la seule k mdme d’approcher, chez t’humain la 
cellule souche pluripotente capable d’autorenouvellement. La methode nous permettra 
d’evaluer le nombre de ces cellules et leur capacite de proliferation. 

Ce projet comporte les frais inherents aux methodes de culture et k I’usage des facteurs 
de croissance. 
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Divers schemas d’administration de facteurs de croissance ont 6te utilises : 

Interleukine-3 ( 7,5 /ig/kg/j ) associ6 au GM-CSF ( 3 ou 5 /ig/kg/j ) ou au G-CSF ( 5 ou 
12 Mg/kg/j ). 

GM-CSF seul ( 5 /ig/kg/j ) 

G-CSF seul( 5/ig/kg/j ) 

Ces facteurs ont ete administres dans le decours ou k distance de la chimiotherapie. La 

cinetique de mobilisation des cellules souches hematopoietiques a ete suivie par mise en culture et 

marquage phenotypique. Les resultats preleminaires sont encourageants : 

1. Les facteurs de croissance administres de fagon combinee ou isolee permettent une recolte 
abondante de cellules souches dans le sang peripherique. Cette recolte est plus importante 
lorsque les facteurs de croissance sont administres dans le decours de la chimiotherapie : 
les taux moyens (+/- SEM) de CFU-GM/kg recoltes par 2 leukaphereses chez 6 patients 
traites par une combinaison dTL-3 et de GM-CSF a distance de la chimiotherapie etaient 
de 43.426 +/- 20.012 alors que les taux correspondants chez 2 patients traites de la mSme 
fagon dans le decours immediat de la chimiotherapie etaient de 523.369 et 4034 CFU- 
GM/kg (Figure 1). 

2. La quantification des CFU-GM par cytofluorometrie en flux apres marquage phenotypique 
(CD34, Ac monoclonal HPCA1I de Becton-Dickinson ) est correlee de fagon significative 
a la quantification des colonies derivees de ces cellules ( CFU-GM ) en culture ( r = 0,69, 
p = 0,005). 

3. Les premiers resultats de la reprise hematopoietique apres greffe sont encourageants: & la 
fois la reprise de la neutropoiese et de la thrombopoiese semblent acceleree apres greffe 
de cellules souches periphedques associees ou non ( 1 patient ) aux cellules medullaires, 
comparativement aux resultats de moelle uniquement. 

JUSTIFICATION DE LA DEMANDE D’AVENANT 

A) Cependant, ia mise au point de techniques de quantification des CSH et Thomogeneisation 
necessaire des materiels utilises dans les trois centres universitaires impliques dans ce 
protocole entraine un surcottt par rapport aux estimations initiates des frais. 

La standardisation des methodes de culture de CFU-GM selon les methodes internationales 
necessite Futilisation de facteurs de croissance ( IL-3, GM-CSF, Stem Cell Factor ) dont 
le coOt en routine est eleve. 

Par ailleurs, apres greffe des CSH peripheriques, la reprise plaquettaire semble davantage 
acceleree que celle des neutrophiles (6). L’explication de cette reprise acceleree necessite 
une quantification precise des precurseurs megacaryocytaires par mise en culture et 
marquage par anticorps monoclonal. Ces methodes de quantification differentes de celles 
des CFU-GM n’ont pas encore ete raises au point: l’optimalisation des milieux de culture 
par utilisation de facteurs de croissance hematopoietiques (IL-3, IL-6, IL-11, SCF) et le 
marquage par anticorps monoclonal des glycoproteines de membrane (GPIIbllla) afin de 
distinguer ces colonies par cytofluorometrie en flux sont necessaires. Ces deux nouvelles 
methodes de mesure sont coOteuses en raison de Putilisation de facteurs de croissance, 
d’anticorps monoclonal et du materiel de cytofluorometrie en flux qui permet la 
quantification des colonies. 

B) Par ailleurs, le projet comporte un stimulation importante, deliberee de Phematopoiese 
a titre therapeutiqug. Cette stimulation comporte d’abord le rebond qui suit une aplasie 
chimio-induite et est ensuite renforcee par Pad ministration de 2 facteurs de croissance. 

A court terme ce procede a dej& demontre son efficacite therapeutique dans 
Pautogreffe. Neanmoins, la question est posee quant a Pinocuite du procede: existe-t-il 
un risque d’epuisement medullaire k long terme ? Cette question importante merite 
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GREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES DU SANG PERIPHERIOUE; 
QUANTIFICATION DES PROGEN1TEURS HEMATOPOIETIOUES - MOBILISATION AVANT 
CYTAPHERESE - BENEFICE SUR LA REPRISE MEMATOPOIETIOUE ET IMMIINITAIRF. 


POSITION DU PROBLEME ET BUT DU TRAVAIL : 

Le pronostic de nombreuses tumeurs solides agressives est actuellement ameliore par la chimiotherapie 
intensive associ6e ou non k la radiotherapie (1,2,3). 

Cette escalade des traitements essentiellement myelotoxiques n£cessite l’association d’une greffe de cellules 
souches hematopoietiques (CSH), prealablement prelev6es chez le patient. L’autogreffe de CSH permet de 
reduire, sans lasupprimer, la periode dangereuse de la myelosupression. On peutesperer que l’optimalisation 
de cette procedure en reduise la mortality et la morbidity attenantes encore trop elevees et ameliore les premiers 
resultats, deja prometteurs. 

Un pro jetinteruniversitaire, introduit k ce su jet dans le cadre du Televie 1992 (n° 7.4583.92), est en cours 
de realisation. Ce dossier est en fait une demande d’avenant au projet sus-cite. 

Les CSH mobilisees et prelevees k partir du sang peripherique presentent certains avantages sur les cellules 
medultaires: 

1. prelevement moins invasif. 

2. possibility de recolte suffisante de cellules souches m6me apres hemipelvectomie ou irradiation 
du bassin. 

3. reprise hematopoietique acceleree apres greffe (4,5). 

Les modalites d’obtention et de prelevement de ces CSH peripheriques doivent cependant encore Stre 
precisees, k savoin 

1. le schema de mobilisation permettant la meilleure recolte de cellules souches d’un point de vue 
quantitatif et qualitatif: facteurs de croissance combines entre eux ou non, associes ou non k la 
chimiotherapie. 

2. Le moment ideal de prelevement de ces cellules par leucapherese, etabli en fonction des resultats 
obtenus lors de cycles identiques de mobilisation. 

3. la methode ideale de quantification des CSH (CFU-GM) soit par marquage phenotypique k l’aide 
d’anticorps monoclonaux (rapide et facile i standardise^, soit par culture (qui apporte des informations 
fonctionnelles). 

En definitive, la meilleure appreciation de la qualite de la procedure de mobilisation et de recolte des 
cellules souches peripheriques se fera par I’etude de la cinetique de reprise hematopoietique apres greffe, en 
la comparant aux resultats de reprise hematopoietique apres greffe de cellules medullaires. La reconstitution 
immunitaire, d’int6rftt capital egalement, sera etudiee dans le cadre d’autres pro jets du laboratoire introduits 
au F.N.R.S.. 

RESULTATS PRELIMINAIRF.S : 

Depuis 1992,25 patients atteints de cancer de mauvais pronostic (lymphome non Hodgkinien, cancer du 
sein metastase, tumeur germinate metastasee, cancer bronchique anaplasique e petites cellules) ont ete inclus 
dans un protocole Clinique pilote. Ces candidats a une intensification therapeutique avec autogreffe de CSH 


et au passe chimiotherapeutique variable, ont reyu, apres une cure de chimiotherapie 
conventionnelle, des facteurs de croissance hematopoietiques (par voie sous-cutanee) en vue de 
mobiliser les cellules souches peripheriques. Celles-ci ont ete recoltees par leucapherese (7 litres 
de sang traites par seance) en fin de traitement aux facteurs de croissance. Certains patients ont 
beneficie de 2 cycles de stimulation afin d’augmenter la recolte de CSH peripheriques. 
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ROLE DE L 1 ACTINE ET DES PROTEINES DU CYTOSOtrRT.FTTE DANS LA 
DIFFBRE NCIATION MEGACARYOCYTAIRE DES AFFECTIONS MALIGNES DE LA 

MOELLE OSSEUSE 


La production des plaquettes sanguines, la megacaryocytopolese, est I’aboutissement d’une 
proliferation et d’une differentiation de progen iteurs medullaires (les cellules souches) donnant 
naissance & des pr6curseurs polyploides (les megacaryocytes) dont le cytoplasme, apres maturation, 
se fragmente en plaquettes 1 . Le contrble de la megacaryocytopolese est assure par des facteurs de 
croissance exergant une action stimulante ou inhibitrice sur cette hierarchie de cellules 2 . 

Au moment ou les auteurs pensaient que ce contrdle s’effectuait sur les cellules-souches, 
nous avons demontre chez t’animal d’experience que la stimulation de la proliferation des cellules 
souches megacaryocytaires par le lithium n’est pas due k un effet direct de ces molecules mais bien 
k la secretion de facteurs de croissance par les lymphocytes T 3 . La secretion d’acetylcholinesterase 
par les megacaryocytes des rongeurs modifie la concentration de l’acetylcholine, un 
neuromediateur, et pourrait des lors jouer un rdle dans la regulation de la production plaquettaire. 
Cependant, nous avons montre que la stimulation des cellules-souches par les agents 
cholinergiques decoule, comme pour le lithium, d’une augmentation de la production de cytokines 
non specifiques par les lymphocytes T 4 . 

Aussi, nos efforts se sont logiquement concentres sur le phenomene de polyploldisation 
megacaryocytaire. Par notre methode de mesure du contenu en ADN des megacaryocytes obtenus 
en culture de moelle osseuse, nous avons confirme que l’accroissement de la production 
plaquettaire suite a l’augmentation des besoins en plaquettes ne s’effectue pas au niveau des 
cellules- souches mais bien a partir des megacaryocytes dont le niveau de ploidie est proportionnel 
aux besoins en plaquettes de l’organisme 6 . Notre technique nous a aussi permis de decouvrir un 
progeniteur megacaryocytaire de faible densite (Light-Density Colony-Forming-Unit 
Megakaryocyte; LD-CFU-M) dont la probabilite de polyploldisation est plus grande que celle des 
autres cellules-souches 6 . 

Des lors, convaincus de l’importance de la polyploldisation, nous avons essaye de 
comprendre ce mecanisme et demontre que Pinhibition de la polymerisation de l’ actine . une 
proteine de structure du cytoplasme, entraine la polyploldisation megacaryocytaire qui per met une 
augmentation de la production plaquettaire 7 . 

Notre pro jet a pour but de poursuivre l’etude du mecanisme par lequel la modification de 
polymerisation de l’actine entraine la polyploldisation megacaryocytaire et d’identifier le desordre 
de ce mecanisme dans les cancers de la moelle osseuse. 

1. Chatelain C, Baatout S: Regulation of megakaryocytopoiesis, in "Haematopoietic Growth 
Factors : From the Basic to Clinical Applications" (Symann M, Quesenberry P, Morstyn 
G Eds). Gardiner-Caldwell Communications LTD, Cheshire, United Kingdom), pp. 35- 
44, 1992. 

2. Chatelain C, Guillaume T, Symann M: Regulation of megakaryocyte and platelet 
production. Focus on growth factors 3:1, 1992 

3. Chatelain C, Burstein SA, Harker LA: Lithium enhancement of megakaryocytopoiesis in 
culture: mediation via accessory marrow cells. Blood 62:172, 1983 

4. Chatelain C, Hamood M, De Bast M, Symann M: Cholinergic enhancement of 
megakaryocytopoiesis and granulocytopoiesis in culture: mediation via T-lymphocytes. 
Exp Hematol 17:1067, 1989 

5. Chatelain C, Burstein SA: Fluorescence cytophotometric analysis of megakaryocytic ploidy 
in culture: studies of normal and thrombocytopenic mice. Blood 64:1193, 1984 

6. Chatelain C, De Bast M, Symann M: Identification of a light density murine 
megakaryocyte progenitor (LD-CFU-M). Blood 72:1187, 1988 

7. Chatelain C, De Bast M, Symann M: Enhancement of megakaryocyte polyploidization by 
actin inhibition. Blood 80:497a, 1992 (abstr.) 
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I. INTRODUCTION. 

Les affections malignes de la moelle osseuse se caracterisent par des anomalies de 
proliferation et de maturation des cellules souches & Porigine des trois lignees des cellules 
sanguines. La lignee des plaquettes sanguines est issue de cellules de la moelle osseuse, les 
megacaryocytes. Ceux-ci tiennent leur nom de la taille importante de leurs noyaux suite & 
[’acquisition d’un materiel nucleaire polyploide au cours de la maturation. Dans les leuc6mies, 
cancers de la moelle osseuse, les anomalies de la maturation et de la polyploldisation 
megacaryocytaires ainsi que Paction de la chimiotherapie expliquent Pabsence de plaquettes 
fonctionnelles. Comme les plaquettes sanguines sont responsables de Phemostase primaire, ces 
patients leucemiques presentent des hemorragies parfois incontrOlables. 

La polyploldisation (endomitose ou endoreduplication) est la regie dans la differenciation 
normale des megacaryocytes. Son accentuation assure une augmentation de la production 
plaquettaire en cas de besoin. En effet, la taille des megacaryocytes et leur ploidie augmentent 24 
a 48 heures apres Pinduction d’une thrombopenie chez Panimal. En revanche, Paugmentation 
provoquee du nombre des plaquettes, par transfusion par exemple, entraine la diminution de la 
ploidie megacaryocytaire. II semble que plusieurs substances humorales (IL-6, LIF, IL-1I,...) 
collective-men! appelees "thrombopoietine” exercent une regulation de ce phenomene. 

Le mecanisme par lequel s’opere le choix entre la mitose classique et la polyploldisation 
est totalement inconnu. Un asynchronisme entre les cinetiques de division nucleaire et 
cytoplasmique a ete invoque par la plupart des etudes. Nous avons demontre qu’en conditions 
contrdlees et stables (cultures de cellules), la cinetique de division nucleaire n’est pas affectee par 
le type de division megacaryocytaire (mitose classique ou endomitose). Des lors, nous avons refut6 
Phypothese d’une modification de la cinetique de division du noyau dans Pinduction du 
mecanisme de polyploldisation megacaryocytaire (I). Les experiences de Paulus, que nous avons 
confirmees, ont permis d’identifier trois classes de cellules souches megacaryocytaires en fonction 
de leurs probability (20, 40 et 80%) de quitter la mitose normale pour se polyploidiser (2,1). Ces 
travaux ont aussi demontre que les progeniteurs megakaryocytaires diploides ont une probabilite 
stable d’entrer en endomitose durant plusieurs divisions et que celle-ci change au cours d’une seule 
mitose. Cela suggere que la polyploldisation megacaryocytaire resulte de Palteration soudaine d’un 
mecanisme biochimique implique dans la mitose et dont Paction majeure se developpe dans le 
cytoplasme ou la membrane. Grice i la methode de mesure de la ploidie megacaryocytaire que 
nous avons developpee (3), nous avons isole et caracterise un progeniteur megacaryocytaire de 
faible densite (LD-CFU-M) dont les probabilites de polyploldisation sont limitees i deux classes 
(4). Ces experiences confortent notre hypothese d’une modification d’un composant cytoplasmique 
ou membranaire dans Pendomitose. 

La separation cytoplasmique ou cytodierese qui termine la mitose normale n’a pas lieu au 
cours de Fendomitose. La cytodierese debute par la contraction d’un anneau sous-membranaire 
d’actine-myosine. L’actine, la myosine, et la tubuline sont les composants principaux de la 
structure de soutien et de motilite de la cellule et forment le cytosquelette. Nous avons done 
postule que les proteines du cytosquelette, composants cytoplasmiques et membranaires, sont 
responsables de la polyploldisation. II est vrai que des cellules embryonnaires de nematodes ont 
ete rendues polyploides par inhibition de la formation de Panneau d’actine-myosine (5). Par 
ailleurs, le fuseau de tubuline determine le plan de clivage cellulaire et done 1’orientation de 
Panneau d’actine-myosine (6,7). 
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Recemment, nous avons montre chez la souris, que la cytochalasine B, un inhibiteur de 
la polymerisation de l’actine, ajoutee aux cultures des progeniteurs mCgacaryocytaires augmentait 
la ploldie moyenne des megacaryocytes au sein des colonies (8). Par contre, la colchicine, un 
inhibiteur de la polymerisation de la tubuline n’a pas cet effet. Les techniques de mesure de la 
ploidie megacaryocytaire en culture ne donnent pas de resultats reproductibles chez Phomme. 
Aussi nous avons adopte et modifie une methode de cytofluorometrie en flux de la ploldie 
megacaryocytaire pour etudier des lignees de cellules cancereuses & caractCre megacaryocytaire. 
L’addition d’esters de phorbol (stimulants non specifiques) et/ou de cytochalasine B (inhibiteur 
de la polymerisation de Pactine) aux milieux de culture de certaines lignees humaines (DAMI, 
HEL, K 562 et MEG 01X entrainent une augmentation significative de 1’endomitose 
megacaryocytaire. II semble done que l’absence de polymerisation de Pactine soit necessaire & 
^augmentation de ploidie des megacaryocytes. Ceci pourrait gtre explique par l’absence de 
formation en telophase deTanneau contractile d’actine-myosine qui mene habituellement a la 
separation cytoplasmique. Comme la concentration de Pactine au sein de la cellule est constante, 
il est evident qu’au cours de la division cellulaire, la synthese d’actine nouvelle au sein d’une 
cellule est un phenomene contrdle. 

Comment envisager le r61e de Pactine dans le phenomene de polyploldisation? Nous savons 
que les esters de phorbols (en particulier, le phorbol myristate acetate ou PMA) agissent sur la 
cellule en stimulant des recepteurs de maniere non specifique. L’activation de ces recepteurs dont 
le cytosquelette est partie integrante peut amener diverses reactions inhibitrices ou stimulantes au 
sein de la cellule. Comme la reponse de la cellule suite a Paction du PMA n’est pas aussi 
importante que celle produite par la cytochalasine B, nous pensons que Paugmentation de ploidie 
par la cytochalasine B doit Stre expliquee par Paction maximale sur un mecanisme effecteur 
terminal partiellement modulable par les recepteurs aux diverses cytokines. 

Par quel mecanisme, le besoin accru en plaquettes et des lors Pengagement dans le 
phenomene de polyploldisation megacaryocytaire peuvent mener h la diminution de polymerisation 
de Pactine? Toutd’abord, Pexpression genique de Pactine, si elle est contrdlee devrait logiquement 
dependre du produit final sous Pune ou Pautre de ses formes (actine G et/ou actine F). Toute 
modification d’un des composants (actine F) pourrait modifier la synthCse finale d’actine. Ensuite, 
la thymosine B4 a la propriete de sequestrer la majorite de Pactine G soluble (9). Elle peut done 
moduler l’equilibre entre formes soluble et polymerisee de Pactine qui serait responsable du 
maintien d’une division mitotique normale. Enfin, le type particulier de polymerisation de I’actine 
pourrait aussi intervenir dans ce phenomene. En effet, la polymerisation peut 6tre schematisee 
comme une lente progression d’une extremite (arrow) du filament d’actine F ou les monomeres 
d’actine viennent se Her par rapport & Pautre extremite (tail) dont les monomeres d’actine se 
detachent. Done, avec un equilibre F/G conserve, le type chimique d’actine peut encore Stre 
chimiquement modifie par ce processus dynamique au sein de la molecule deja polymerisee. 


II. BUT DU TRAVAIL. 

Notre projet a pour but d’une part de preciser le mecanisme par lequel la modification de 
polymerisation de Pactine dans le cytoplasme engendre l’endomitose megacaryocytaire et d’autre 
part de deceler, dans certains cancers de la moelle osseuse ou la megacaryocytopoiese est 
deficiente, les anomalies du metabolisme des proteines du cytosquelette. 
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III. APPROCHE EXPERIMENTALE. 


A. ETABLISSEMENT DE LIGNEES MEG AC AR YOCYTAIRES HUMAINES. 

Nous avons pu obtenir des lignees continues de cellules megacaryocytaires leucemiques 
(DAMI, MEG01, HEL, K562). Notre laboratoire a developpe quatre nouvelles lignees a partir 
d’affections malignes de la moelle osseuse (2 de Leucemie Myelolde Chronique et deux de 
Thrombocytemie Essentielle). Ces lignees doivent encore Stre caracterisees. En particulier, leurs 
quantites megacaryocytaires (expression des glycoproteines Hb/IIIa et lb) a 1’etat basal et apres 
stimulation par PMA seront etudiees par cytofluorometrie en flux. 

B. ETUDE DE LA CONCENTRATION D’ACTINE INTRACELLULAIRE. 

1. MESURE GLOBALE AU CYTOFLUOROMETRE EN FLUX. 

La concentration intracellulaire d’actine sera estimee par cytofluorometrie en flux 
(FACScan). Nous avons pu etablir la mesure de Pactine intracytoplasmique de populations 
lymphocytaires d’anticorps monoclonaux couples a la fluoresceine. Ce fluorochrome emettant une 
lumiere verte apres excitation dans l’ultraviolet permet la mesure concomitante de la ploidie par 
I’iodure de propidium qui, avec la mdme frequence d’exeitation emet une lumiere rouge. Nous 
etudierons la concentration d’actine dans les cellules des lignees cancereuses a composante 
megacaryocytaire. Nous correlerons cette concentration a la ploidie de chaque cellule. Trois 
possibility peuvent 6tre envisagees. Tout d’abord, la decouverte d’une absence d’augmentation 
de la concentration d’actine au cours de l’endomitose suggererait que, globalement, la plus grande 
partie de l’actine est impliquee dans le phenomene d’endomitose. Par contre, une augmentation 
progressive ou une augmentation "saltatoire" suggereraient qu’une faible partie seulement de 
l’actine serait impliquee dans l’endoreduplication. 

La distribution de l’actine des megacaryocytes provenant de la moelle osseuse de donneurs 
de greffe permettra de tester notre hypothese au cours de la regulation physiologique de cellules 
megacaryocytaires no rmales. 

2. MESURE QUANTITATIVE DE L’ACTINE G ET F PAR "CELL SORTER". 

L’actine se presente sous deux formes: monomere soluble (actine G) ou polymere insoluble 
(actine F). Les monomeres d’actine sont tres heterogenes et se caracterisent surtout par les sites 
de liaison aux ligands (par exemple la gelsoline et la profiline pour la structure; la myosine pour 
la motilite et l’ATP pour apporter l’energie contractile). Malgre cette heterogeneite qui definit les 
fonctions de l’actine polymerisee, la concentration d’actine est relativement constante dans toutes 
les cellules. C’est d’ailleurs pour cette raison qu’elle a ete utilisee comme contrdle de l’expression 
genique d’autres molecules. Quelques anticorps monoclonaux reconnaissent differents epitopes de 
l’actine. Malheureusement, ils ne permettent pas de detecter reellement les sites de reaction des 
ligands et des lors ne permettent pas de mesurer les differents types d’actine. Aussi, en marquant 
par exemple en fluorescence les ligands eux-memes, nous pourrons determiner dans l’endomitose, 
le type chimique d’actine en cause'et, par consequent la fonction perturbee (structure, motilite ou 
energie). Par ailleurs, comme nous l’avons explique, la forme F est en constant renouvellement par 
la synthese en "arrow" et la destruction en "tail". Le contrdle de ce phenomene dynamique est 
encore mal connu mais peut etre etudie grace a la phalloi'dine dont la propriete est de se fixer 
specifiquement a une extremite de la molecule polymerisee et de bloquer definitivement la 
polymerisation. La phalloi'dine peut facilement etre couplee a une molecule fluorescente. 
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Des loirs, pour mettre en evidence le type precis d’actine implique dans la polyploldisation, 
nous emploierons te tri cellulaire au cytofluorom&tre (COULTER ELITE) des cellules des lignees 
ainsi que des cellules normales. Nous avons d6j& r6alis6 la separation de m6gacaryocytes en 
diverses phases endomitotiques (2N versus >2N). Nous pourrons ainsi determiner par 
electrophorese des extraits de cellules triees en classes de ploldie, Ies modifications qualitatives et 
quantitatives de l’acline. Ceci sera aussi realise sur les lignees megacaryocytaires apres stimulation 
par les esters du phorbol et par des cytokines telles que l’interIeukine-6. 

C. DETERMINATION DES ANOMALIES DE LA MATURATION 
MEGACARYOCYTAIRE DANS LES AFFECTIONS MALIGNES DE LA MOELLE 
OSSEUSE. 

Par Ies techniques mises au point sur les lignees cellulaires et decrites plus haut, nous 
etudierons au fur et k mesure des pathologies rencontrees en clinique, le rOle de l’actine dans la 
regulation anormale des Ieucemies et etats apparentes. Nous focaliserons nos efforts sur l’etude de 
la polyploldisation classiquement decrite dans les syndromes myeloproliferatifs tels que la 
polyglobulie de Vaquez et la thrombocytemie essentielle et dans les pathologies cancereuses de 
rhematopoiese (Leucemies aigues & caractere megacaryocytaire). 
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INTRODUCTION 


1. Detection de metastases occultes dans la moelle osseuse 

La detection de metastases medullaires de tumeurs solides presente un interet pour le pronostic 
de la maladie neoplasique au moment du diagnostic et pour le suivi des patients traites. Diverses 
etudes ont montre la frequence non negligeable de metastases osseuses du cancer du sein lors du 
diagnostic. Si plus de 40% des patientes avec un cancer du sein metastatique ont un envahissement 
de la moelle osseuse detecte par des methodes habituelles (ponction-biopsie medullaire) (1,2), 28% 
des patientes sans metastase osseuse documentee par des criteres habituels (scintigraphie et 
radiographie osseuses) ont un envahissement medullaire determine par des techniques 
d’immunocytochimie non specifique (3). In vitro, on a pu reveler en culture des cellules tumorales 
dans les moelles osseuses histologiquement normales de patientes atteintes d’un cancer du sein (4). 
Des cellules tumorales peuvent fttre detectees dans la moelle osseuse par immunofluorescence chez 
17% des patientes ayant un cancer du sein sans envahissement ganglionnaire a Phistologie (5). Plus 
recemment, 260 patientes atteints d’un cancer mammaire non metastatique ont subi une ponction 
medullaire au moment de I’exerese de la tumeur primitive. Par une technique 
d’immunofluorescence, des cellules tumorales ont ete identifiees dans la moelle osseuse de 44% de 
ces patientes (6). La detection des cellules neoplasiques apparaissait, dans cette etude, constituer 
un facteur de prediction de rechute a distance de la maladie et done un facteur de pronostic. 

Le cancer bronchique a petitescellules presente des caracteristiques cliniques morphotogiques 
et biologiques particulieres. Sa propension § la dissemination precoce a distance est bien connue. 
La presence de cellules tumorales au niveau de la moelle osseuse peut constituer un facteur de 
pronostic. Notre laboratoire a montre par l’utilisation des techniques de culture clonogenique de 
cellules tumorales et d’immunofluorescence indirecte, l’existence d’infiltration medullaire par des 
cellules de carcinome anaplasique bronchique echappant & l’analyse morphologique classique 
(7,8,9). 


2. Contamination des cellules souches peripheriques 

Les cellules souches du sang peripherique sont de plus en plus utilisees dans le traitement de 
tumeurs solides disseminees. Les premieres reinfusions des cellules souches du sang circulant ont 
ete administrees pour la reconstitution hematopoietique potentielle chez les patients cancereux qui 
ne pouvaient beneficier d’une autogreffe de moelle osseuse en raison d’une maladie residuelle, ou 
parce que la moelle etait trop fibrosee pour permettre la collection d’un nombre adequat de 
cellules. Le risque de contamination par des cellules tumorales est generalement considere comme 
minime. Cependant, la circulation de cellules tumorales a ete documentee pour le neuroblastome 
et le cancer du sein (10,11,12). Dans le cas du neuroblastome, la concentration de cellules 
neoplasiques dans le sang lors du diagnostic peut fttre elevee : de 2 a 1000/10 5 cellules 
mononuclees. Les cellules souches du sang peripherique utilisees en vue d’autogreffe chez des 
patients atteints de neuroblastome sont frequemment contaminees : parmi 8 patients etudies, 2 
presentaient des cellules tumorales au sein des cellules souches. Chez des patientes atteintes de 
cancer du sein, et candidates a une autogreffe, des cellules neoplasiques ont ete recherchees dans 
les prelevements de cellules souches peripheriques. Par analyse immunocytologique, des cellules 
de cancer du sein sont decelees dans 4/37 leucaphereses chez 20 patientes (11). 
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3. 


Methodes de detection 


Les techniques utilises le plus communement afin de detecter des cellules tumorales au sein 
des tissus hematopoietiques font appel & toute une panoplie d’anticorps monoclonaux qui sou vent 
ne sont pas specifiques d’une tumeur. Cette immunodetection est assez sensible (1 cellule sur 
100.000) mais peut-fttre subjective. Nous utiliserons la methode d’amplification genique en chalne 
(PCR) afin de deceler des contaminations possibles de la moelle osseuse ou des cellules souches 
peripheriques par des cellules tumorales. 

Dans le cas des tumeurs solides, il existe quelques rares anomalies cytogenetiques recurrentes 
telles que la deletion d’une partie du chromosome 3 dans le cancer bronchique anaplasique et la 
translocation 11;22 dans le sarcome de Ewing. En ce qui concerne les deux types de tumeurs (le 
cancer du sein et le cancer bronchique anaplasique) qui seront investigues, les anomalies 
cytogenetiques ne sont pas exploitables pour la technique de PCR. Nous rechercherons done des 
genes exprimes exclusivement par les cellules de ces tumeurs. 


4. Signification de la detection de cellules tumorales 

Si les techniques de PCR se sont averees impressionnantes dans la detection de la maladie 
residuelle, notamment dans la detection de translocations presentes dans certaines affections 
neoplasiques hematologiques, leur utilite clinique reste a demontrer. 

II faut considerer d’une part l’aspect pronostique de cette detection au moment du diagnostic 
d’une tumeur solide et d’autre part la signification de la detection dans les cellules souches 
peripheriques. 

En effet, ces problemes de contamination possible des cellules souches peripheriques peuvent 
soulever d’autres questions: 

1. Faut-il detecter systematiquement des cellules neoplasiques dans les cellules souches ? 

2. Quelle methode fiable faut-il utiliser ? 

3. Quelle est la signification d’une contamination eventuelle ? Faut-il modifier le traitement? 

4. Faut-il purger les cellules souches des cellules tumorales (13,14) ou faut-il enrichir les 
cellules souches en concentrant des cellules hematopoietiques (CD34 p.ex.) pures qui 
seraient moins contaminees ? 

BUT DU TRAVAIL 

a) Mettre au point une methode sensible et fiable de detection par PCR de cellules 
de cancer mammaire et de cancer anaplasique pulmonaire parmi des cellules 
hematopoietiques; cette technique devrait etre plus performante que l’utilisation 
d’anticorps monoclonaux. 

b) Utiliser cette methode afin de detecter dans la moelle osseuse des micrometastases 
de ce type de tumeurs lors du diagnostic ou a la rechute de la maladie. 

c) Detecter la contamination possible des cellules souches hematopoietiques 
circulantes par des cellules tumorales. 

d) Definir la correlation entre la detection de cellules malignes dans la moelle ou le 
sang et revolution de la maladie (en d’autre termes la rechute de la maladie 
neoplasique est-elle plus precoce chez les patientes presentant des metastases 
occultes ; faut-il traiter plus agressivement les patients porteurs de 
micrometastases?). 
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APPROCHE EXPERIMENT AT .F 


a) La premiere etape consiste 4 determiner quels sont les genes exprimes frequemment 
et exclusivement par les cellules cancereuses et non par le tissu hematopoietique. 
En effet, 4 la diff6rence des tumeurs hematologiques telles que les leucemies et les 
lymphomes, il n’y a pas de translocations recurrentes qui puissent 6tre exploitees. 
L’expression de differents genes dont la sequence est connue sera analysee dans 
des lignees tumorales de cancer du sein et du poumon. Ils seront choisis a priori 
en considerant que leur expression doit fetre specif ique d’une tumeur solide et non 
decelable dans un tissu hematopoietique. Pour les cancers du sein par exemple, on 
peut retenir les genes encodant la mucine exprimee par plus de 90% des cancers 
du sein, l’oncogene c-Erb b2/Neu, les genes encodant les recepteurs aux 
oestrogenes et progesterone. Pour le cancer du poumon, un antigene exprime par 
le tissu cerebral et les cellules de cancer anaplasique pulmonaire a et6 clone (15) 
et pourrait fitre utilise dans la detection de ces cellules neoplasiques. 

b) Une serie de lignees tumorales sera etudiee afin de selectionner les gdnes exprimes 
frequemment par ces lignees. Le cDNA synthetise 4 partir d’ARN est amplifie par 
PCR. Les cellules tumorales de lignees seront ensuite diluees dans du tissu 
hematopoietique sain afin de determiner la limite de detection des cellules 
tumorales (1/IOO-i/I.OOO.OOO). Afin d’augmenter la sensibilite de la PCR, les 
amorces utilisees seront doubles r un aliquot du premier produit de PCR sera utilise 
pour une deuxidme PCR en utilisant des amorces situees "a I’interieur" des amorces 
de la premiere PCR. Done, cette seconde PCR sera enrichie en sequence 
recherchee suite 4 la PCR initiate. Les amorces de la deuxieme PCR ("nested 
primers") peuvent eliminer le background et permettent d’obtenir un meilleur 
produit final. Des contrbles doivent 6tre regulierement utilises car la technique 
peut Stre grevee d’une frequence non negligeable de faux positifs. Par ailleurs, il 
faut s’assurer que des cellules medullaires non hematologiques telles que les 
fibroblastes ou les cellules endotheiiales ne produisent pas les genes utilises pour 
la detection de cellules tumorales. Les avantages de la PCR sont la rapidite de la 
procedure et la possibilite de detecter des cellules malignes a une haute dilution 
(dans le cas de leucemies par exemple, 1 cellule sur 10 6 serait detectable (16)). 

c) L’evolution clinique des patients pr6sentant ou ne presentant pas de metastases 
medullaires sera suivie. Nous pouvons ainsi pr6ciser l’importance de cette detection 
dans le pronostic et la therapeutique de la maladie. 
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DETECTION PAR AMPLIFICATION GENIOUE DES MICROMETASTASES 
MEDULLAIRES ET DE CONTAMINATION DE CELLULES SOUCHES DU SANG 
PERIPHERIOUE PAR DES CELLULES DE TUMEURS SOLIDES. 


Notre laboratoire s’interesse depuis de nombreuses annees & Fautogreffe de moelle osseuse 
apres chimiotherapie intensive dans le traitement des tumeurs solides. II etait logique de chercher 
& deceler un envahissement medullaire pour prevenir une contamination possible d’un prelevement 
de moelle utilise en vue d’une autogreffe. Les cellules de cancer bronchique anaplasique a petites 
cellules ont ete detectees au sein de la moelle par des anticorps monoclonaux et par la technique 
de culture clonogenique de cellules tumorales (1,2,3). Ces contaminations medullaires posent le 
probleme de Futilite de la "purge du greffon" (4,5). 

Actuellement, les cellules souches hematopoietiques du sang peripherique tendent i remplacer 
les cellules medullaires dans la greffe autologue surtout lorsque la moelle est contaminee par des 
cellules neoplasiques ou lorsque celle^ci est fibrosee ou appauvrie suite aux chimio- et 
radiotherapies. Beaucoup de nos patients beneficient actuellement de ce type de greffe. 
L’utilisation de facteurs de croissance hematopoietiques dont nous avons acquisTexperience 
Clinique (6) a facilite la transplantation de cellules souches circulantes. Enfin, notre laboratoire 
possede une expertise dans Futilisation de la technique d’amptification genique (7). Nous 
proposons d’utiliser cette technique afin de detecter des cellules tumorales dans la moelle et le sang 
de patients atteints de cancer bronchique anaplasique et de cancer du sein. 
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2. Canon JL et al. Eur. J. Clim Oncol. 24:147-150, 1988. 

3. Humblet Y, Symann M. Path. Biol. 36:83-85, 1988. 

4. Lebacq-Verheyden et all in Me Vie, Dalesio, Smith eds. EORTC monographs. NY. Raven 
Press 19-28, 1984. 

5. Humblet et al. Cancer Res. 49 : 5058-5061, 1989 

6. D’Hondt V. et al. Proc. Asco 1992 

7. Guillaume Th. et al. Cancer Res. Soumis pour publication. 


Source: https://www.industrydocuments.ucsf.edu/docs/tghmOOOO 


2021515699 



















] 

I 


;TOO£ Dt La i\E-sTAiMftf\or\ fnnuHi'TAift^ Aftaes TitaH&FLAnr/m^r' 

J>E CGLL.Ot.tS SoUCHfeS HtHATO ? 0 i£T I 4 OGS C VV 1&2. LA SODtM'i 


Page 3 


Description succinte du projet de recherches (2 ou 3 pages maximum) 


Lexpose du projet de recherches que Ton envisage de rfcaliser doit etre precede d'une brdve description de I’hypothese de travail. 

Dans r6ventualit& ou ce projet devrait s’etendre sur plusieurs exercices, it y a lieu d’en indiquer dairement Ids phases successives avec 
teur repartitions dans le temps ainsi que les correlations entre I’objectif k atteindre et les credits sollicites.___ 


Indiquez le nombre cTannees academlques pour lesquelles ce projet est sollicite : 2 anS 


INTRODUCTION 

La chimiotherapie intensive suivie d’autogreffe de moelle osseuse ou de cellules souches 
hematopoietiques du sang peripherique permet d’obtenir des remissions completes. Toutefois, il 
existe un taux eleve de rechutes particulierement precoces. L’eradication de la maladie residuelle 
estd’autant plus difficile que la periode post-greffe s’accompagne d’une immunodepression. Nous 
avons pu investiguer certains signaux de transduction de Tactivation precoce des lymphocytes T 
CD4+ ainsi que differentes voles de stimulation de ces lymphocytes chez des patients autogreffes 
(1,2). Ces travaux commencent k nous reveler une partie des mecanismes impllques dans le ddficit 
immunitaire post-autogreffe. Nous sommes souvent confrontes dans Panalyse de Finvestigation 
in vitro de l’immunite post-greffe de ces patients k une variability des resultats due 
vraisemblablement k rheterogendite de la population etudiee. Ces patients ont des tumeurs 
differentes et par consequent ont re$u des chimiotherapies differentes avec leurs effets 
myelosuppresseurs propres. Nous proposons d’utiliser un modele animal de transplantation de 
moelle osseuse entre souris syngeniques afin de pouvoir dissequer de maniere plus systematique 
Timmunite post-greffe. Au cours des dernieres annees, la connaissance des mecanismes 
d’activation precoce des lymphocytes T s’est etendue. 

Le deficit immunitaire apres autogreffe de moelle osseuse attfcint principalement les 
lymphocytes T. Jusqu’il y a quelques annees, on pouvait resumer ce deficit cellulaire en quelques 
observations classiques : une reduction des taux relatifs et absolus de lymphocytes T CD4+ dans 
le sang peripherique associee k un taux normal voire augmente du nombre de lymphocytes CD8+, 
un defaut de proliferation des lymphocytes T et une diminution de la secretion d’interleukine-2. 
Nous avons etudie par cytofluorometrie en flux 1’augmentation de calcium intracellulaire au 
niveau des lymphocytes CD4+ apres stimulation par la concanavaline A par I’utilisation 
concomitante d’un colorant specifique du calcium, le fluo-3 et un anticorps monoclonal 
reconnaissant la sous-population CD4+ (1). Physiologiquement, Pactivation des lymphocytes T 
entraine suite a Thydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate par la phospholipase C, la 
formation de 2 produits : Tinositol 1,4,5-triphosphate qui va provoquer une augmentation de 
calcium intracellulaire et le diacyl-glycerol qui active la proteine kinase C. Chez les patients 
autogreffes depuis moins d’un an^ on observe une augmentation plus faible du taux de calcium 
intracellulaire au niveau des lymphocytes T CD4+ par rapport a celle observee chez des sujets 
controles. La diminution semble s*expliquer par une reduction du nombre de cellules capables 
d’augmenter leur taux de calcium intracellulaire normalement. Chez les patients greffes depuis 
plus d’un an, le taux de calcium intracellulaire moyen est plus faible dans les lymphocytes T 
actives par rapport a un groupe de sujets sains mais cette difference n’est pas statistiquement 
significative. Cecisuggere qu’il existe une anomalie dans la formation des signaux de transduction 
precoce apres stimulation et que ce phenomene tend a regresser a distance de la greffe. Nous avons 
egalement etudie la production d’IL-2 apres stimulation par PHA, PHA + PMA, PMA + un 
ionophore du calcium, et PMA + anti CD28 (2). Ces differents stimuli induisent une production 
d r interleukine-2 inferieure a celle observee dans un groupe d’individus normaux. La production 
d’ARNm d’IL-2 apparait aussi reduite. Ceci indique que differentes voies d’activation des 
lymphocytes T ne fonctionnent pas normalement apres greffe de moelle osseuse. Par contre, le 
recepteur deFIL-2 est normalement exprime par les lymphocytes T apres activation (3,4) et ceux- 
ci repondent a Fadjonction d’IL-2 in vitro ce qui suggere que cette voie d’activation reste 
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preservee. La reduction de la production d’IL-2 en presence de PMA et d’anti-CD28 correspond 
& I’observation recente d’une reduction de 1’expression de 1’antigene CD28 par les lymphocytes 
TCD3+ des patients autogreffes (5) et la diminution de proliferation en presence d’anti-CD28. La 
quantite de cytokine produite par les lymphocytes CD4+ durant une stimulation antigenique est 
contrOIee par des signaux co-stimulants dependant des cellules presentant 1’antigene. L’expression 
de la molecule B7, le ligand du CD28, apparait critique dans la capacite de co-stimuler les 
lymphocytes T. 

Le deficit de proliferation des lymphocytes T post-greffe ressemble au phenomene d’anergie 
donate,, modele faisant appel au concept de co-stimulation par deux signaux necessaires a 
Tactivation de lymphocytes T. Ce modele a ete developpe notamment pour expliquer la non- 
reponse immunitaire a un auto-antigene. II existe de plus en plus d’arguments pour penser que 
[’interaction B7-CD28 constitue le deuxieme signal co-stimulant des lymphocytes T. Dans le cas 
de 1’autogreffe, la presence de monocytes allogenlques obtenus chez des sujets sains ne semble pas 
ameliorer la proliferation et la secretion d’IL-2 (6). Nous pensons que la diminution du CD28 & 
la surface des lymphocytes T et/ou 1’anomalie de cette voie d’activation peut induire un 
phenomene semblable d’anergie au niveau des cellules T. 

L’activation des lymphocytes T menant a la production de cytokines est un phenomene dont 
les mecanismes sont peu k peu elucides. Le recepteur de 1’antigene est constitue par une association 
hautement complexe d’oligomeres comprenant au moins 7 proteines membranaires distinctes. Le 
recepteur T doit d’abord reconnaltre et se lier a son ligand. Cette liaison se traduit ensuite en 
signaux intracellulaires resultant finalement en une reponse appropriee. La specificite a l’antigene 
est definie par deux chaines variables a et D’autres molecules non variables dont les fonctions 
restent imprecises sont associees aux recepteurs T : CD3 (gamma, e et fy . Ces differentes 
chaines semblent faire le lien entre la reconnaissance de l’antigene et les transferts des signaux de 
transduction intracellulaires (7). Le dimere^ apparait important dans la transduction des signaux. 
Son domaine cytoplasmique a la capacite de transmettre les signaux independamment des autres 
chaines du recepteur T. La stimulation du recepteur T active la proteine tyrosine kinase entrainant 
la phosphorylation de multiples proteines cellulaires. L’inhibition de ce phenomene provoque une 
diminution de la production d’IL-2. Deux proteine tyrosine kinases, particulieres, fyn et lek, sont 
impliquees dans la fonction du recepteur T et jouent un rdle dans la transmission de l’information. 

Notre projet est focalise sur ces aspects d’activation des lymphocytes T, afin de distinguer les 
molecules defectueuses dans la chaine de transmission des signaux et peut-etre de pouvoir y 
remedier et d’ainsi corriger l’immunite post-greffe. 


BUT DU PROJET 


Etudier I’activation des lymphocytes T apres greffe de moelle syngenique chez les souris 
sous differents aspects: 


Mesurer la presence des molecules associees au complexe recepteur T et leur r61e dans le 
deficit immunitaire post-greffe. 

Analyser la voie d’activation lymphocytaire T par le CD28 apres greffe de moelle. 

Analyser l’expression des tvrosine kinases p56 lck et p59 fyn par les populations CD4+ et 
CD8+ 
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APPRQCHE EXPERIMENTALE 


La transplantation de moelle entre souris syngeniques se fera selon des protocoles tout si fait 

classique. Apres irradiation, les souris recevront la moelle par voie intraveineuse. Les souris 

receveuses seront sacrifices tous les 15 jours afin d’etudier : 

1. la repartition des sous-populations de lymphocytes T au niveau du sang peripherique et 
la proliferation par incorporation de [ 3 H]-thymidine suite a la stimulation par differents 
mitogene dont l’anti-CD28. 

2. La presence des proteines associees au complexe recepteur T au niveau des lymphocytes 
CD4+ post-greffe. Ceux-ci sont isoles afin d’obtenir une population pure. Ces cellules sont 
marquees radioactivement puis lysees. Le complexe recepteur T est precipite a partir du 
surnageant des cellules lysees avec un anticorps anti-CD3 et separe sur gel de 
polyacrylamide a 2 dimensions. La proteine % peut egalement etre visualisee par 
immunoblot. Les proteines du surnageant des cellules lysees sont separees par 
electrophorese transferees sur membrane, puis detectees avec anticorps anti-). 

3. Les proteines lek et fyn. Celles-ci seront egalement analysees par immunoblot, h partir des 
lymphocytes CD4 isoles. Par ailleurs, l’activite kinase de ces proteines sera etudiee. Ces 
proteine kinases peuvent etre obtenues & partir des lysats cellulaires en utilisant un 
anticorps polyclonal forme contre ces proteines. Les complexes immuns obtenus sont 
recoltes et places en presence d’ATP marque pour la reaction de kinase. Les polypeptides 
phosphoryles sont ensuite separes sur gel. L’activite kinase peut etre quantifiee par 
densitometrie en comparaison avec celle des cellules de sujets normaux. 
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UTILISATION THERAPEUTIOU E DE TRANSFERT DE GENE PAR VECTEUR 
R£IRQ V I RAL DANS DES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES CIRCULANTES: 
ETABLISSEMENT P’UN MODELE PRE-CLINIQUE MURIN ET DEFINITION DES 
CONDITIONS IN V ITRO DE TRANSFECTION PAR RETROVIRUS DES CELLULES 

SOUCHES HUMAINES 

Nous avons publie la premiere etude Clinique prospective et randomisee concernant Finterfct 
de Fintensification therapeutique sous convert d’autogreffe de moelle osseuse dans le cancer 
anaplasique & petites cellules (1) et defini les conditions de concentration des cellules souches 
hematopoietiques medullaires (2 )l Apres autogreffe, il existe un deficit immunitaire pouvant 
persister plus d’un an. Nous avons demontre que la capacite de proliferation des lymphocytes T 
reduite apres greffe peut 6tre restauree in vitro par FInterieukine-2 (IL-2) (3). Nous avons 
egalement observe que la production dTL-2 par les lymphocytes T est diminuee de m6me que la 
production de FARNm de FIL-2 par rapport aux contrdles normaux (4). De m&me Felevation du 
calcium intra-cellulaire suivant stimulation par concanavalin A est reduite (5). Nous avons ensuite 
montre que Fadministration systemique d*IL-2 ne corrige que partiellement ces deficits chez les 
greffes (6). 

Les cellules souches hematopoietiques peripheriques permettent une reprise apres greffe plus 
rapide que les cellules medullaires. Notre equipe cherche a optimaliser les schemas 
d’administration de facteurs de croissance apres chimiotherapie permettant d’obtenir les meitleures 
collectes de cellules souches peripheriques par leucapherese (7). Les caracteristiques biologiques 
des cellules souches et leur abondance en font des cibles ideales pour un transfert de gene par 
yecteurs retroviraux. Dans un modele murin preclinique, nous tenterons de corriger le deficit 
immunitaire apres greffe en introduisant, grace a un retrovirus, le gene de FIL-2 ou du CD4 dans 
des cellules souches peripheriques murines. Nous definirons egalement in vitro les conditions 
optimales de transfection par retrovirus de cellules souches peripheriques humaines collectees en 
vue d’une greffe, 
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L’existence (Tune relation dose~r6pon$een chimiotherapie anticancereuse est le point de depart 
des essais cliniques d’escalade de dose, encore appeles “intensification therapeutique". La toxicite 
limitante de la plupart des agents cytostatiques 6tant la myelotoxicite, les intensifications 
therapeutiques se pratiquent sous le couvert d’auto- ou d’allo-greffe de cellules souches 
hematopoietiques afin de prevenir une aplasie medullaire irreversible. Notre equipe est la premiere 
& avoir publie une etude Clinique prospective et randomisee concernant l’inter6t de (’intensification 
therapeutique dans le cancer bronchique anaplasique & petites cellules (I) et aujourd’hui les 
chimiotherapies intensives avec autogreffe de cellules souches hematopoietiques.sont activement 
investiguees dans le traitement des leucdmies, des lymphomes, des cancers du sein, du testicule 
ainsi que de I’ovaire (2). 

La chimiotherapie intensive suivie de greffe de cellules souches hematopoietiques qui ne 
comprennent qu’un nombre limite de precurseurs lymphoides a pour consequence d’induire chez 
les malades une immunosuppression proiongee, de plus d’un an, contribuant vraisemblablement 
aux infections opportunistes et aux rechutes tumorales frequemment rencontrees chez les malades 
ainsi traites. Notre equipe a contribu6 a la caracterisation de ce deficit immunitaire (diminution 
du pourcentage et du nombre absolu de cellules T CD4+, augmentation du nombre absolu et relatif 
des cellules NK CD56+, deficit Iymphoproliferatif T, deficit de production d’IL-2) et au 
developpement de ses moyens de correction (3,4). L’utilisation systemique d’IL-2 comme 
immunotherapie adjuvante apres intensification therapeutique et greffe de cellules souches 
hematopoietiques produit des effets biologiques interessants sur les cellules NK CD56+ mais peu 
marques en ce qui concerne les lymphocytes T (5). En raison de la toxicite de l’IL-2, ce traitement 
n’est pas sans risque et son application au long cours est difficilement pratiquable. 

On trouve chez Thomme comme chez la souris des cellules souches capables de repeupler le 
systeme hematopoletique apres agression lethale, dans le foie de foetus, dans le sang de cordon 
ombilical, dans la moelle osseuse et dans le sang peripherique de l’adulte (6). L’utilisation de 
cellules souches hematopoietiques du sang peripherique est aujourd’hui activement investiguee 
(projet interuniversitaire FRSM 74.583.92) en raison de leurs proprietes interessantes en ce qui 
concerne la cinetique de regeneration hematopoletique apres greffe ou en raison de leur collecte 
facile par Ieucaphereses pratiquees en periode de regeneration hematopoletique post- 
chimiotherapique apres administration de facteurs de croissance hematopoietiques. Les cellules 
souches ainsi collectees presentent une propriete biologique interessante suppiementaire : une 
haute proportion d’entre elles est activement engagee dans le cycle de proliferation cellulaire ce 
qui en fait des cibles ideales pour transfection par vecteur retroviral (7) contenant par exemple 
le gene de l’IL-2 ou le gene du CD4. 

Le choix des cellules souches peripheriques pour tentative de correction du deficit immunitaire 
post-greffe par transfert de gene apparalt encore plus judicieux si 1’on considere que les 
Ieucaphereses pratiquees apres chimiotherapie et stimulation hematopoletique collectent une 
fraction dej& concentree in vivo (jusqu’a 20% des cellules mononucleees ainsi collectees sont 
CD34+) (8). De plus ces progeniteurs hematopoietiques sont relativement plus mOrs que ceux de 
la moelle osseuse, ce qui explique qu’une bonne proportion d’entre eux est appelee & s’eteindre 
dans les mois qui suivent la greffe. II s’agit la d’une propriete interessante a exploiter si Ton 
souhaite que 1’expression du gene greffe s’amenuise avec le temps apres la greffe. En revanche, 
la question de la reprise hematopoletique a long terme dans les cas de greffes pratiquees avec les 
seules cellules souches hematopoietiques peripheriques n’est pas encore resolue (9) et la 
contribution de ce type de greffon a l’hematopoiese post-greffe devrait trouver une reponse au 
travers du type de manipulation que nous envisageons. 

Dans une etude clinique realisee par notre groupe (5), radministration d’IL-2 augmente 
1’activite des cellules NK CD56+ jusqu’a 2 semaines apres arret de la therapeutique mais ne 
restaure pas de maniere significative les capacites de proliferation des lymphocytes T, 
contrairement a ce que nous avions observe in vitro (3). On peut esperer que la transfection d’un 
gene d’IL-2 ou de CD4 dans des cellules souches peripheriques greffees entrainera un effet 
biologique et clinique plus marque car le recepteur de l’IL-2 est normalement exprime a la surface 
des lymphocytes T qui reapparaissent dans le sang apres transplantation de cellules souches. Par 
ailleurs, l’importance de la majoration de l’activite cytotoxique non MHC-restreinte dans un 
contexte de maladie residuelle n’est pas clairement etablie; toutefois pour plusieurs types de 
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tumeurs, ^utilisation d’IL-2 associee ou non k Padministration de lymphocyte activated killer 
(LAK) ou tumor infiltrating lymphocyte (TIL) s’est revelee capable d’induire des regressions 
tumorales (10). II apparalt que 1TL-2 joue un r61e central dans le deficit immunitaire apres 
autogreffe et dans I’immunotherapie adoptive anticancereuse, ce qpi justifie pleinement l’emploi 
de cette cytokine dans notre modele. 

Les lymphocytes T helper, principaux producteurs d’IL-2, sont classiquement caracterises par 
leur phenotype CD4. La population CD4+ est nettement reduite chez les patients autogreffes et 
cette diminution du nombre absolu de cellules CD4+ explique en partie le deficit de secretion 
d IL-2* Le rOle de la molecule d’adhesion CD4 n’est pas entierement elucide. Son integrity apparait 
necessaire pour une reponse immunitaire normale, car elle interagit avec certaines tyrosine kinases 
liees au complexe recepteur T. Elle permettrait d’amplifier la production dTL-2. De plus, la 
presence a faible densite de I’antigene CD4 decrite k la surface des cellules pluripotentes 
hematopoietiques suggere qua cette molecule joue egalement un rdle dans rhematopo'iese au sens 
large. Les effets de la transfection du gene encodant la molecule CD4 dans les cellules souches 
hematopoietiques seront egalement tres interessants a investiguer. 


BUT DU PROJET 


L’objectif de ce travail est d’une part de developper un modele pre-clinique de transfection 
de cellules souches hematopoietiques murines avec des vecteurs retroviraux contenant le gene de 
PIL-2 ou du CD4 afin de tester les aspects de faisabilite, de toxicite et le retentissement de ces 
manipulations sur la reconstitution immunitaire et la regeneration hematopoietique au long cours 
apres greffe* Les vecteurs seront, si necessaire, rendus plus contr61ables par Tadjonction d’un 
gene-suicide comme, par exemple, le gene de la cytosine deaminase qui convertit la 5- 
fluorocytosine non toxique en 5-fluorouracil cytotoxique (11). Ceci permettrait d’eliminer les 
cellules transfectees en cas d’accident non anticipe. 

D^autre part, le projet a pour but la production de vecteurs retroviraux totalement depourvus 
de particules virales recombinantes et de tester la possibility de transfecter, in vitro y des cellules 
souches peripheriques humaines collectees dans des conditions similaires k celles d’un protocole 
Clinique. 

Une eventuelle application Clinique ferait bien s0r Pobjet d’une demande d’avenant au present 
projet et ne serait envisagee qu’apres obtention prealable des autorisations requises pour une telle 
experience. 

APPRQCHE EXPERIMENTALE 
A. ETABLISSEMENT D’UN MODELE MURIN 
L Production de retrovirus contenant le cDNA de l’IL-2 ou du CD4 

a) Construction des vecteurs retroviraux 

Le plasmide M5-neo contenant un gene de resistance k la geneticine (G418) est un 
excellent vecteur pour Pexpression de gene dans les cellules hematopoietiques (12). 
Le cDNA de PIL-2'ou du CD4 sera insere dans le site du clonage 
EcoRI de M5-neo. Les sequences de polyadenylation de ces cDNA seront 
prealablement excisees car elles provoquent une chute drastique du taux de 
retrovirus produit. L’orientation correcte du cDNA sera verifiee en digerant le 
plasmide par enzyme de restriction. 

b) Production de particules r£trovirales 

Le plasmide sera transfecte dans la lignee d’emballage ecotropique GP+E86 (13) 
par la technique classique de co-precipitation au phosphate de calcium. Cette 
lignee produit, in trans , les proteines derivees des genes gag, pol r et env necessaires 
a la production de particules retrovirales. Le surnageant retroviral produit par 
cette lignee servira k l’infection de la lignee amphotropique GP+envAml2. 
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c) Determination du titre retroviral 

Les cellules NIH 3T3 seront infect6es avec le surnageant viral produit par cellules 
d’emballage GP+E86 ou GP+envAml2. Seules les NIH 3T3 ayant integre Ie virus 
et done le gfcne de resistance au G418, survivront aprfcs introduction de 
Tantibiotique dans Ie milieu. Le titre viral correspond au nombre de colonies 
forntees par millilitre de surnageant viral. 

d) Recherche de retrovirus recombinant infectieux 

Les surnageants de NIH 3T3 infectees par retrovirus et selectionnees par G4I8 
serviront k infecter des NIH 3T3 fraiches et celles-ci seront k nouveau 
selectionnees avec du G418. En Tabsence de retrovirus recombinant ces cellules ne 
survivront pas. 

2. Etablissement du modele animal 

a) Infection des cellules souches peripheriques 

Nous utiliserons des souris C3H/HeJ car cette race a ete frequemment utilisee dans 
les experiences de transfer! de gene par retrovirus en raison du faible risque 
d’apparition de retrovirus recombinant xenotrope chez ces animaux. Les cellules 
souches hematopoietiques de ces souris seront collectees apres chimiotherapie et 
rhG-CSF par section brachiale ou ponction cardiaque sous anesthesie generate (14). 
Ces cellules seront prestimulees pendant 48 heures par de Tinterleukine-6 et du 
Stem Cell Factor pour augmenter la mise en cycle cellulaire (15) et mises ensuite 
durant 48 h en presence de la lignee productrice de virus prealablement irradiee. 
Les cellules hematopoietiques non adherentes seront injectees a des souris 
syngeniques irradiees k dose lethale. 

b) Suivi aprfes greffe 

A court terme, nous surveillerons les parametres hematologiques (globules blancs 
et plaquettes) par ponction retro-orbitaire. La persistance du gene retroviral dans 
les cellules hematopoietiques peripheriques et medullaires sera evaluee par 
polymerase chain reaction et son expression par Elisa pour TIL-2 et par cytometrie 
de flux pour le CD4. A plus long terme, lasurvenue eventuelle de lymphomes suite 
k une stimulation du type autocrine par TIL-2 sera evaluee par suivi clinique et 
examen anatomopathologique des rates et moelles des animaux sacrifies k des 
temps determines de Texperience. 


B. DEFINITION DES CONDITIONS D’INFECTION IN VITRO DES CELLULES 
SOUCHES PERIPHERIQUES HUMAINES 

Nous disposons d’une lignee cellulaire (PA317) produisant des retrovirus (N2) conferant 
la resistance au G418 k de hauts titres et dej& utilises dans plusieurs protocoles cliniques 
(16). Le titre retroviral sera estime et 1’absence de virus recombinant sera evaluee. Des 
cellules souches peripheriques humaines f raichement collectees apres chimiotherapie suivie 
de facteur de croissance seront infectees par le surnageant viral filtre car la technique de 
co-culture n’est pas applicable en clinique en raison des risques de contamination par les 
cellules murines. Les cellules souches peripheriques seront done exposees au surnageant 
viral durant des temps k determiner et Tinfection des cellules sera controlee par culture 
donate en methylcellulose avec ou sans G418. Les colonies resistantes seront isolees et la 
presence du gene de resistance au G418 sera certifiee par polymerase chain reaction. 
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MEC. ANISMES DE PQLYPLOIDISATIQN MEGACARYOCYTAIRE DANS PES LIGNEES 

CELLULAIRES LEUCEMIOUES. 


INTRODUCTION 

Parmi les affections malignes de la moelle osseuse, les syndromes myeloproliferatifs (maladie 
de Vaquez, leucemie myeloide chronique, thrombocytemie essentielle et splenomegalie myeloide), 
resultent d’une transformation maligne de la cellule souche hematopoietique et ont en commun 
une proliferation accrue sans blocage de maturation des trois lignees myeloides, une 
hyperuricemie, une splenomegalie, une evolution terminale frequente en myelofibrose et en 
leucemie aigue. 

Le caractere monoclonal de la proliferation cellulaire affectant les trois lignees medullaires a 
ete clairement etabli par Petude des femmes noires heterozygotes pour les isoenzymes de la G-6- 
P-D dans la maladie de Vaquez, la leucemie myeloide chronique (LMC), la thrombocytemie 
essentielle (TE), et la splenomegalie myeloide (populations erythrocytaire, granulocytaire, 
plaquettaire, toutes porteuses de la mfcme unique isoenzyme). 

Dans les syndromes myeloproliferatifs, la lignee plaquettaire est sou vent affectee soit par les 
anomalies des fonctions plaquettaires soit par le nombre excessif des plaquettes. Cependant, il 
existe une heterogeneite au sein des differents syndromes. En effet, alors que dans la leucemie 
myeloide chronique, le volume megacaryocytaire est petit ou normal, dans la thrombocytemie 
essentielle, la caracteristique medullaire est une augmentation de la ploidie megacaryocytaire. 

Sur base de Petude morphometrique des megacaryocytes de souris, Harker a montre en 1968 
une correlation inverse entre le volume megacaryocytaire moyen et la concentration plaquettaire 
(1,2). Apres induction d’une thrombopenie, le volume megacaryocytaire moyen augmente. Par 
contre, suite <l Phypertransfusion de plaquettes, la taille des megacaryocytes diminue. Cette 
regulation est realisee par une substance humorate appelee w thrombopoietine w dont la nature reste 
k decouvrir. Plusieurs cytokines ont une action thrombopoietique (IL-6, IL-11, LIF ...). Par 
ailleurs, Poncogene mpl issu d’un virus responsabte chez la souris d’un syndrome myeloproliferatif 
avec fibrose medullaire code pour une proteine presentant des ressemblances avec certains 
membres dela famille des recepteurs de croissance hematopoletiques. L’homologue humain de cet 
oncogene a ete clone (3). Les lignees megacaryocytaires connues expriment intensement cet 
oncogene suggerant qu^il code pour un recepteur k un facteur tres specifique de la 
megacaryocytopoiese (4). Chez Phomme une correlation similaire a ete observee en condition 
normale. En pathologie, cette correlation entre le volume megacaryocytaire moyen et la 
concentration plaquettaire se verifie d’une fagon assez surprenante dans la leucemie myeloide 
chronique alors que dans la thrombocytemie essentielle le volume megacaryocytaire moyen eleve 
semble echapper au contrdle thrombopoietique. Ces donnees ont ete confirmees en 
cytofluorometrie en flux par Tomer (5) ainsi que par notre equipe. 

II est impossible d’obtenir une lignee continue a partir de cellules normales. La leucemie 
myeloide chronique est particulierement interessante puisqu’elle presente des troubles de 
proliferation couplee a une regulation normale megacaryocytaire. Nous avons etabli dans notre 
laboratoire quatre lignees nouvelles issues de deux patients atteints de leucemie myeloide 
chronique (lignees DB et DL) et de deux patients atteints de thrombocytemie essentielle (lignees 
AA et DD). L’etude morphometrique des megacaryocytes de ces patients est en accord avec la 
theorie de Harker. Ces lignees sont etablies et repiquees depuis plusieurs mois dans un milieu 
supplemente avec 10% de serum de veau foetal. 
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Par Petude de ees lignees cellulaires issues de deux affections malignes proliferatives ou Ie 
phenomene de polyploidisation est normal (LMC) ou anormal (TE), nous proposons d’etudier les 
anomalies du contrdle de Pendomitose megacaryocytaire. 

BUT DU TRAVAIL 

Notre projet a pour but de determiner les anomalies de la polyploidisation entralnant 
Phyperplaquettose de la TE & partir des lignees continues humaines que nous avons etablies. La 
comparaison se fera avec nos lignees continues issues de patients atteints de LMC ou le contrfile 
de la polyploidisation megacaryocytaire est normale. Nous avons montre que Pabsence de 
polymerisation de Pactine induit la polyploidisation des megacaryocytes. Les esters de phorbol et 
certaines cytokines augmentent la ploidie megacaryocytaire, nous voulons demontrer que leur 
action sur ces lignees s’exerce sur le metabolisme de Pactine. 


APPROCHE EXPERIMENT ALF 

1* Deyeloppement de nouvelles lignees continues mSgacarvocvtaires 

Nous avons done etabli des lignees continues a partir de moelle de patients atteints de 
LMC et de thrombocytemie essentielle. D'autres affections malignes de la moelle osseuse 
s’accompagnent de perturbation de la megacaryocytopolese (la maladie de Vaquez, la 
splenomegalie myeloide, les myelodysplasies et certaines leucemies aigues & caractere 
megacaryocytaire). Parallelement & la caracterisation des lignees dej& etablies, nous 
poursuivrons le developpement d’autres lignees au fur et & mesure des opportunity de la 
clinique. 

2. Caracterisation des lignees etablies 

a. Cytologie 

Les quatres lignees serontanalysees du point de vue cytologique par la coloration classique 
de May-Grunwald Giemsa (MGG). Ensuite, la presence de caracteristiques 
megacaryocytaires telles que la presence de membranes de demarcation, des granules 
denses et granules a ainsi que le contenu en peroxydase plaquettaire seront etudies par 
microscopie electronique. 

b. Cytochimie 

Les examens cytochimiques nous permettront de detecter en microscopie optique Pactivite 
de la myeloperoxydase, des phosphatases acides, des esterases (alpha-naphtyl, alpha- 
naphtyl-butyrate, chloro-naphtyl-ASD acetate, esterases) ainsi que la positivite pour la 
reaction de PAS (Periodic Acid Schiff). 

c. Immunologie 

La mesure de ploidie (coloration a 1’iodure de propidium) est realisee en cytofluorometrie 

en flux. Le contenu proteique pourra etre simultanement quantifie par un 
immunomarquage direct & la fluoresceine. La cytofluorometrie en flux nous permettra de 
mesurer Pexpression des proteines plaquettaires. C’est ainsi que notre etude portera sur la 
mise en evidence des glycoproteines membranaires: la GPIIb/IIIa et la GPIb ainsi que sur 
les facteurs VIII et de von Willebrand. Par ailleurs, les contenus de granules alpha en 
PDGF, fibrinogene, facteurs de von Willebrand, fi-TG et PF4 seront mesures de meme que 
le contenu des granules denses. 

d. Taille et distribution de ploidie a Petape basal 

Par morphometrie (Harker, 1968), nous pourrons estimer la taille des cellules et, par 
cytofluorometrie, la taille et la ploidie des noyaux cellulaires. 

e. Caracteristique genetique 

Une analyse cytogenetique revelera le caryotype de nos cellules ainsi nous confirmerons 
la nature maligne de nos cellules et Pabsence d’anomalie supplementaire. Les deux patients 
atteints de LMC et dont les lignees sont issues ont un rearrangement du bcr. 
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3. Caracteri$ation en culture et fetude de la polvplofdisatlon 

a. Taux de proliferation en culture 

Nous etablirons le taux de proliferation en culture en calculant Faugmentation cellulaire 
en fonction du temps et en mesurant Ie taux d’incorporation de la thymidine tritiee* 

b. Culture sans sferum 

Mises en presence d’un milieu synthetique de base, beaucoup de cellules ne font que 
survivre* Le declenchement de la division cellulaire n’est possible qu’en presence d’un 
certain nombre de facteurs mitogenes, Ie plus souvent fourni par le serum. Cependant, le 
serum a plusieurs inconvenients car il se presente sous forme de mixture tres complexe 
dont les composants sont mal definis. C’est pourquoi, il s’avere interessant de remplacer 
le serum par un melange connu de facteurs de croissance (milieu defini). 

c. Reponse aux cytokines 

Parmi les cytokines, FIL-6,TIL-11, le LIF, Ferythropoletine et FIL-3 ont la capacite 
d’augmenter la ploidie des megacaryocytes normaux. Nous etudierons la ploidie des 
cellules de nos lignees suite a Fadjonction de ces facteurs. Une eventuelle synergie sera 
etudiee par l’addition de combinaison de ces facteurs. 

Nous etudierons Fexpression de l’homologue v-mpl dans les lignees que nous avons etablies 
et sa modulation par les facteurs de croissance. Les oligonucleotides antisens seront utilises 
pour definir le r6le de cette nouvelle molecule dans la lignee megacaryocytaire (ploidie en 
cytofluorometrie en flux). Cette technologie sera aussi appliquee k Fetude de la modulation 
de Fexpression des genes codant pour les recepteurs aux cytokines connus pour leur action 
stimulante de Fendomitose (IL-6R, LIF-R, IL-ll-R...). 

4. Etude de Factine 

Nos etudes chez la souris suggerent que Fabsence de polymerisation de Factine entraine 
Fendomitose megacaryocytaire (6). Nous avons confirme ces donnees chez l’homme par 
Fetude de lignees leucemiques k caracteristique megacaryocytaire (DAMI, MEG01, HEL, 
K562). Nous avons remarque apres quatre jours de culture une augmentation de la taille 
et de la ploidie de ces cellules suite k Fadjonction d’ester de phorbol (stimulant non 
specifique des recepteurs aux facteurs de croissance) et/ou de cytochalasine B (inhibiteur 
de la polymerisation de Factine). Ces experiences seront egalement realisees sur nos 
propres lignees. Le rdle physiologique de Factine dans Finduction de la polyploldisation 
doit encore etre demontre. Dans ce but, nous comptons mesurer Factine sous ses 
differentes formes : 

a. Mesure globale au cytofluorom&tre en flux* 

Nous avons mis au point la mesure globable de Factine sur des populations lymphocytaires 
par marquage k Faide d’un anticorps dirige contre Factine. Les quantites globales d’actine 
seront mesurees sur les quatres lignees megacaryocytaires k notre disposition avant et apres 
stimulation au PMA et k la cytochalasine B. Une correlation avec la ploidie de ces cellules 
pourra etre effectuee par marquage concomittant des cellules a Piodure de propidium. 
Dans ce cas, trois possibilites peuvent etre envisagees. Tout d’abord, une absence 
d’augmentation de Factine permettrait de postuler que la plus grande partie de Factine est 
impliquee* Ensuite, une augmentation "saltatoire" ou progressive suggererait qu’une faible 
partie seulement de Factine serait impliquee dans Fendoreduplication* 

b. Mesure qualitative de Factine G et de Factine F 

L’actine se presente sous deux formes : Factine G monomerique et soluble et Factine F 
polymerisee et insoluble. L’actine G tout comme Factine F ont la capacite de se Her k toute 
une serie de ligand. La profiline se lie a Factine G et gene la polymerisation. 

La gelsoline rompt les filaments d’actine F et se lie k une des extremites. Ces deux 
proteines rendent compte de la structure de la cellule. La tropomyosine se lie lateralement 
le long du filament et la myosine se deplace le long de celui-ci. Ce sont elles qui assurent 
la motilite de la cellule. Enfin, la villine et Falpha-actinine connectent les filaments entre 
eux formant ainsi les trames ou reseaux. 

La concentration d’actine est relativement constante dans toutes les cellules. C’est d’ailleurs 
pour cette raison qu’elle a ete utilisee comme controle de Fexpression genique d’autres 
molecules. Quelques anticorps monoclonaux reconnaissent differents epitopes de Factine. 
Malheureusement, ils ne permettent pas reellement de deceler les sites de liaison aux 
differents ligands et des lors de mettre en evidence les differents types d’actine. C’est par 
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\ marquage fluorescent que nous pourrons mettre en evidence dans I’endomitose le type 

d’actine et done la fonction perturb6e (motilite, structure par exemple,...). De plus, la 
phallotdine qui se lie specifiquement au filament d’actine permettra d’analyser le processus 
dynamique de la formation d’actine. Dds lors de fa?on a mettre en evidence le type precis 
d’actine, nous emploierons le tri cellulaire au cytofluorometre en flux (Coulter Elite) sur 
les lignees ainsi que sur les cellules normales. Cette technique a deja ete mise au point dans 
notre laboratoire. Nous avons deja separe des megacaryocytes en diverses phases 
mitotiques (2N et > 2 N). Apres tri de ces cellules en fonction des classes de ploldie, nous 
pourrons par electrophorese determiner les modifications quantitatives et qualitatives de 
l’actine. 

c. Modification de I’expression du gene de 1’actine 

L’expression du gene de l’actine est un phenomene modulable. Les agents adrenergiques 
et l’heparine conduisent a la synthese d’actine (7,8,9,10). Nous testerons leurs effets sur 
l’induction de polyploidisation de nos lignees cellulaires. Certains facteurs de transcription 
contrOIent la synthese d’actine. Par addition d’oligonucleotides antisens au milieu de 
culture, nous bloquerons ces facteurs de transcription et etudierons leurs effets sur la 
ploidie des cellules des lignees en culture. 
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